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Resumo: Lipases (glicerol e´ster hidrolases EC 3.1.1.3) sa˜o enzimas capazes de catalisar
naturalmente a hidro´lise de ligac¸o˜es e´ster presentes em triacilglicero´is de cadeia longa, bem
como reac¸o˜es de esterificac¸a˜o, interesterificac¸a˜o, transesterificac¸a˜o e amino´lise em baixas
condic¸o˜es de a´gua. A capacidade de catalisar tais reac¸o˜es com alta eficieˆncia e seletivi-
dade tornam estas enzimas potencialmente u´teis em diversos processos biotecnolo´gicos e
industriais. Nas u´ltimas de´cadas, a utilizac¸a˜o de lipases microbianas em substituic¸a˜o aos
catalisadores qu´ımicos convencionais tem sido fortemente incentivada. Entretanto, os al-
tos custos de produc¸a˜o e as dificuldades operacionais destes biocatalisadores teˆm limitado
bastante a sua utilizac¸a˜o, impulsionando, portanto, muitas pesquisas relacionadas com a
produc¸a˜o e utilizac¸a˜o destas enzimas. Neste trabalho de revisa˜o, pretendeu-se fornecer uma
visa˜o geral sobre as pesquisas que veˆm sendo desenvolvidas envolvendo a produc¸a˜o, puri-
ficac¸a˜o e imobilizac¸a˜o de lipases microbianas. Os processos de fermentac¸a˜o investigados para
a produc¸a˜o, os principais tipos de micro-organismos e substratos empregados, bem como as
estrate´gias para purificac¸a˜o e imobilizac¸a˜o foram os principais focos desta revisa˜o.
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Abstract: Lipases (glycerol ester hydrolases EC 3.1.1.3) are enzymes capable to catalyze
naturally the hydrolysis of ester bonds present in long-chain triglycerides, as well as to ca-
talyze reactions of esterification, interesterification, transesterification and aminolysis in low
water conditions. The ability to catalyze such reactions with high efficiency and selectivity
make these enzymes potentially useful in various biotechnological and industrial processes.
In recent decades, a use of microbial lipases in place of conventional chemical catalysts has
been strongly encouraged. However, the high costs of production and operational difficul-
ties of these biocatalysts has limited its use. This fact has boosting many research related
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to the production and use of this enzymes. In this review, it was intended to provide an
overview of the researches that have been developed involving the production, purification
and immobilization of microbial lipases. The fermentation processes investigated for the
production, the main types of microorganisms and substrates used, as well as the strategies
for purification and immobilization were the main focuses of this review.
Key words: lipases; production; fermentation; purification; immobilization.
1 Introduc¸a˜o
As enzimas sa˜o importantes catalisadores biolo´gicos indispensa´veis em processos biotec-
nolo´gicos, principalmente por catalisarem reac¸o˜es de modo seletivo e ra´pido [1]. Do ponto
de vista da cieˆncia qu´ımica e biolo´gica, as enzimas sa˜o caracterizadas como prote´ınas, com
excec¸a˜o das ribozimas, sendo formadas por aminoa´cidos ligados por ligac¸o˜es pept´ıdicas co-
valentes. As suas estruturas conformacionais, estabilidade e atividade dependem fortemente
das condic¸o˜es do meio, como, por exemplo, pH e temperatura [2].
Atualmente, cerca de 200 enzimas sa˜o utilizadas comercialmente. Dentre estas, as en-
zimas hidrol´ıticas somam aproximadamente 75% das enzimas utilizadas em processos in-
dustriais [3]. Em relac¸a˜o ao mercado global de vendas de enzimas, ate´ a de´cada de 1960
as vendas totais eram de apenas alguns milho˜es por ano. Apo´s a melhor compreensa˜o da
bioqu´ımica dos processos de produc¸a˜o, que envolve os processos de fermentac¸a˜o e me´todos
de recuperac¸a˜o, ale´m dos avanc¸os nos me´todos de uso e o aumento da demanda por novos
biocatalisadores, esse mercado tem crescido espetacularmente [4], atingindo cerca de US$
4,6 bilho˜es e US$ 4,9 bilho˜es em 2014 e 2015, respectivamente, devendo aumentar de cerca
de US$ 5,0 bilho˜es em 2016 para US$ 6,3 bilho˜es em 2021 [5].
De acordo com um relato´rio recente da Novoenzymes [6], companhia com uma quota
estimada em 48% do mercado global de enzimas, as indu´strias de alimentos e de produtos
dome´sticos esta˜o entre as mais importantes em termos de uso de enzimas, seguido pela
indu´stria de bioenergia, alimentac¸a˜o animal, farmaceˆutica e outros setores te´cnicos (Figura
1).
Figura 1. Distribuic¸a˜o do Mercado Global de enzimas industriais. Fonte: Novoenzymes [6]
Dentre as enzimas que participam do grande volume de vendas no mercado, as lipases
(glicerol e´ster hidrolases E. C. 3.1.1.3) se classificam em terceiro lugar, ficando atra´s apenas
das proteases e das amilases [7]. Lipases podem ser utilizadas na indu´stria de alimentos
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(aditivos para modificac¸a˜o de aromas), farmaceˆutica (medicamentos), qu´ımica fina (s´ıntese
de e´steres), produc¸a˜o de detergentes (hidro´lise de gorduras), tratamentos de a´guas residuais
(decomposic¸a˜o de substaˆncias oleaginosas), produc¸a˜o de biodiesel, bem como em ensaios
biome´dicos [9, 10].
Nos u´ltimos anos, visando minimizar a formac¸a˜o de produtos indeseja´veis durante os
processos reacionais e, em geral, atender aos conceitos da qu´ımica verde, a utilizac¸a˜o de
lipases em processos industriais tem sido fortemente encorajada em substituic¸a˜o aos proces-
sos qu´ımicos convencionais [10, 11]. Entretanto, os altos custos envolvidos e as dificuldades
operacionais para produc¸a˜o e utilizac¸a˜o destas enzimas, frequentemente, limitam seu uso
[12]. A fim de solucionar os problemas supracitados, e outros interesses, estudos envolvendo
lipases veˆm apresentando elevado crescimento. Este fato pode ser confirmado pelo nu´mero
crescente de publicac¸o˜es apresentadas pela base de dados Web of Science utilizando como
caractere de busca a palavra-chave “lipase” para o intervalo de anos de 2006 a 2016 (Figura
2).
Diante desta crescente investigac¸a˜o, o presente trabalho teve como objetivo revisar a lite-
ratura acerca da obtenc¸a˜o de lipases microbianas, ressaltando suas principais caracter´ısticas,
as te´cnicas de fermentac¸a˜o utilizadas durante a sua produc¸a˜o, os principais tipos de micro-
organismos e substratos empregados, bem como os me´todos empregados para a purificac¸a˜o
e imobilizac¸a˜o.
Figura 2. Nu´mero de publicac¸o˜es em jornais cient´ıficos durante o per´ıodo de 2005 a 2014
utilizando a palavra-chave “lipase”. Fonte: Web of Science.
2 Propriedades e caracter´ısticas das lipases
As lipases sa˜o relatadas como prote´ınas monome´ricas amplamente distribu´ıdas na na-
tureza (podem ser de origem animal, vegetal e microbiana) que pertencem a` classe das hi-
drolases e possuem como principal func¸a˜o biolo´gica a capacidade de catalisar a hidro´lise de
ligac¸o˜es e´ster presentes em triacilglicero´is para formar a´cidos graxos livres, diacilglicero´is,
monoacilglicero´is e glicerol. Ale´m de catalisarem naturalmente reac¸o˜es de hidro´lise, sa˜o
tambe´m capazes de catalisar reac¸o˜es de esterificac¸a˜o, transesterificac¸a˜o (acido´lise e alcoo´lise),
interesterificac¸a˜o e amino´lise em ambientes na˜o aquosos [13, 14].
A principal caracter´ıstica f´ısica das lipases e´ sua baixa solubilidade em a´gua. A capa-
cidade de catalisar a hidro´lise de e´steres de a´cidos graxos insolu´veis em a´gua, inclusive a
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hidro´lise de e´steres de cadeia longa, e´ o que as distingue das esterases. Ale´m disso, as lipases
atuam na interface o´leo/a´gua, ja´ as esterases agem em e´steres solu´veis em a´gua [15].
A estrutura qu´ımica e as propriedades cine´ticas das lipases variam dependendo da fonte.
Entretanto, a determinac¸a˜o das estruturas tridimensionais de muitas lipases por cristalo-
grafia de raios X tem revelado caracter´ısticas comuns entre estas enzimas, que incluem: (a)
possuem uma estrutura que e´ composta por um nu´cleo de fitas β , predominantemente pa-
ralelas, rodeadas por α-he´lices; (b) s´ıtio ativo formado por uma tr´ıade catal´ıtica constitu´ıda
pelos aminoa´cidos serina, a´cido aspa´rtico (ou glutaˆmico) e histidina; (c) presenc¸a de uma
superf´ıcie entrelac¸ada, denominada de tampa (ou borda), composta por uma sequeˆncia de
peptideos α-he´lice anfif´ılicos que cobrem o s´ıtio ativo [16].
A atividade catal´ıtica das lipases depende de diversos fatores que envolvem desde o
substrato ate´ as condic¸o˜es do meio de reac¸a˜o. Em relac¸a˜o ao substrato, a atividade lipol´ıtica
depende, principalmente, da posic¸a˜o do a´cido graxo no esqueleto glicerol, do comprimento
da cadeia do a´cido graxo e de seu grau de insaturac¸a˜o. Dessa forma, as lipases apresentam
especificidade, regiosseletividade, quimiosseletividade e enaˆncio-seletividade [17].
De acordo com Cortez et al [19], no que diz respeito a sua atuac¸a˜o sobre determinada
regia˜o do triacilglicerol, as lipases podem ser classificadas em treˆs grupos: (a) Lipases na˜o
espec´ıficas: na˜o apresentam especificidade com relac¸a˜o a` natureza do grupo acil ou a` posic¸a˜o
em que esta´ esterificado. Sa˜o enzimas que catalisam a hidro´lise completa das mole´culas de
triacilglicerol, de forma aleato´ria, para formar glicerol e a´cidos graxos livres (Figura 3a).
Monoacilglicero´is e diacilglicero´is sa˜o formados como intermedia´rios na mistura reacional; (b)
Lipases 1,3 espec´ıficas: catalisam a liberac¸a˜o de a´cidos graxos especificamente nas posic¸o˜es
1 e 3 dos triacilglicero´is e formam produtos diferentes daqueles obtidos por lipases na˜o
regiosseletivas (Figura 3b) e (c) Lipases a´cido graxo espec´ıficas: catalisam a hidro´lise de
e´steres cujos a´cidos graxos sa˜o de cadeia longa insaturada, contendo dupla ligac¸a˜o cis no
carbono 9 (Figura 3c). Este tipo de especificidade na˜o e´ muito comum entre as lipases.
Geralmente, as lipases apresentam massa molecular variando entre 19 a 75 kDa, de-
pendendo da fonte. Em relac¸a˜o ao meio de atuac¸a˜o, a atividade das lipases dependem
fortemente do pH e da temperatura. Algumas dessas enzimas sa˜o esta´veis em uma ampla
variac¸a˜o de pH, normalmente, entre 4 e 9. A faixa o´tima de temperatura em relac¸a˜o a`
atividade pode variar entre 30 e 40◦C, no entanto, algumas lipases teˆm mostrado n´ıveis de
estabilidade moderado em temperaturas extremas, como, por exemplo, 5 e 70◦C [20, 21]. As
lipases normalmente na˜o requerem cofatores, mas ca´tions divalentes, tal como o ca´lcio, tende
a estimular sua atividade. Geralmente, sa˜o drasticamente inibidas pela presenc¸a de Co2+,
Ni2+, Hg2+ e Sn2+ e ligeiramente inibidas por Zn2+, Mg2+ e EDTA (a´cido etilenodiamino
tetra-ace´tico) [22].
3 Fonte de lipases microbianas
Enzimas lipol´ıticas sa˜o amplamente encontradas na natureza (animais, plantas e micro-
organismos). No entanto, lipases obtidas a partir de fontes microbianas veˆm recebendo maior
atenc¸a˜o industrial por causa de suas interessantes caracter´ısticas, tais como menor custo de
produc¸a˜o, ac¸a˜o em condic¸o˜es brandas, estabilidade e alta especificidade ao substrato. Estas
caracter´ısticas teˆm levado a sua aplicac¸a˜o em va´rios processos catal´ıticos industrialmente
importantes [23].
Muitos micro-organismos sa˜o conhecidos como potenciais produtores de lipases. Fazem
parte desta categoria os fungos, leveduras e bacte´rias (Gra˜-positivas e Gra˜-negativas), sendo
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Figura 3. Esquemas representativos para a hidro´lise de triacilglicero´is catalisada por (a)
lipase na˜o espec´ıfica, (b) lipase 1,3 espec´ıfica e (c) lipase a´cido graxo espec´ıfica. Adaptado
de: Kapoor e Gupta [16]; Jensen [18].
que as lipases produzidas por estes micro-organismos sa˜o, em sua maioria, consideradas
extracelulares [24].
As enzimas lipol´ıticas amplamente empregadas em aplicac¸o˜es biotecnolo´gicas e em s´ıntese
orgaˆnica sa˜o as obtidas a partir de fungos e bacte´rias [25]. Fungos normalmente sa˜o mais
preferenciais devido a maior produc¸a˜o de enzimas extracelulares, o que facilita a extrac¸a˜o do
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meio de fermentac¸a˜o, ale´m da expectativa crescente do seu emprego como biocatalizadores
na forma de ce´lulas integrais, o que simplifica e pode reduzir o custo dos processos reacionais
nos quais sa˜o utilizados [26, 27]. Uma lista com os tipos mais comuns de micro-organismos
produtores de lipases e´ apresentada na tabela 1.
Tabela 1. Alguns micro-organismos citados como fonte de lipase.
Fonte Microrganismos
Fungos Penicillium citrinum, Penicillium restrictum, Penicillium simplicissimum, Pe-
nicillium verrucosum, Rhizopus arrhizus, Rhizopus chinensis, Rhizopus ho-
mothallicus, Rhizopus oryzae, Rhizopus sp., Aspergillus sp., Aspergillus car-
neus, Aspergillus niger, Geotrichum sp., Geotrichum candidum, Colletotrichum
gloesporioides.
Leveduras Rhodotorula mucilaginosa, Yarrowia lipolytica, Candida utilis, Candida rugosa,
Candida artictica, Candida cylindracea, Candida sp., Trichosporon asahii, Au-
reobasidium pullulans, Saccharomyces cerevisiae, Williopsis californica.
Bacte´rias Pseudomonas sp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter radioresistens, Ba-
cillus stearothermophilus, Bacillus sp., Bacillus coagulans, Bacillus subtilis,
Staphylococcus caseolyticus, Burkholderia cepacia, Burkholderia multivorans,
Serratia rubidaea.
Adaptado de: Treichel et al [27].
Em relac¸a˜o ao rendimento da produc¸a˜o enzima´tica, os fungos e leveduras sa˜o aponta-
dos como os preferenciais. Lipases fu´ngicas comercialmente importantes sa˜o, geralmente,
obtidas de espe´cies dos geˆneros Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Geotrichum, Mucor e
Rhizomucor. Dentre estes, os geˆneros Aspergillus e Penicillium teˆm sido indicados como
potenciais em termos de rendimento de produc¸a˜o; espe´cies tais como A. alliaceus, A. can-
didus, A. carneus, A. fischeri, A. niger, A. ochraceus, A. parasiticus, A. sundarbanii, A.
terreus, A. versicolor, P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. camemberti, P. chrysoge-
num I, P. coryrnbiferum I, P. crustosum, P. egyptiacum, P. expansum e P. spiculisporum
apresentaram altos n´ıveis de produc¸a˜o de enzimas lipol´ıticas [28].
Dentre as leveduras, o geˆnero Candida tem sido bastante investigado. Lipases produzi-
das por C. rugosa e C. antarctica sa˜o amplamente utilizadas pela indu´stria devido a alta
atividade em processos de hidro´lise e s´ıntese [29, 30, 31]. Outras leveduras que tambe´m
teˆm sido consideradas importantes produtoras de lipases sa˜o: Saccharomyces cerevisiae,
Yarrowia lipolytica, Trichosporon asahii, Candida tropicalis, Candida curvata, Candida cy-
lindraceae, Candida deformans, Candida parapsilosis, Candida utilis, Candida valida, Can-
dida viswanathii, Galactomyces geotricum, Arxula adeninivorans, Trichosporan fermantans,
Rhodotorula mucilaginosa, Aureobasidium pullulans[32].
Os geˆneros Bacillus, Pseudomonas e Burkholderia sa˜o apontados como importantes pro-
dutores de lipase dentre os geˆneros bacterianos. Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus
licheniformis, Bacillus coagulans, Bacillus stearothermophilus, Bacillus alcalophilus, Pseu-
domonas sp., Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia multivorans e Burkholderia cepacia
teˆm sido relatadas como potenciais fontes de lipase [33]. Dentre os micro-organismos em ge-
ral, as bacte´rias teˆm sido as mais investigadas para a produc¸a˜o de lipases adaptadas ao frio.
Bacillus sphaericus, Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens, Morexella sp., Acineto-
bacter sp., Aeromonas hydrophila, Achromobacter lipolyticum, Psychrobacter okhotskensis,
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Photobacterium lipolyticum, Staphylococcus epidermidis e Serratia marcescens sa˜o exemplos
de cepas investigadas para produc¸a˜o de lipase em temperaturas ta˜o baixas quanto 5◦C[28].
Embora seja conhecido um grande nu´mero de micro-organismos produtores de lipase,
nem todos sa˜o adequados para produc¸a˜o em escala comercial. Caracter´ısticas do micro-
organismo, tais como alta produtividade, facilidade de manipulac¸a˜o e capacidade de produzir
uma ampla variedade de enzimas extracelulares; bem como as caracter´ısticas das enzimas
produzidas, tais como toleraˆncia a variac¸o˜es de temperatura e pH, toleraˆncia a emulsificac¸a˜o,
surfactantes, e capacidade de armazenamento, sa˜o algumas das considerac¸o˜es importantes
na selec¸a˜o de micro-organismos para a produc¸a˜o de lipases comerciais [34, 35]. Algumas
lipases comerciais bem como as companhias fornecedoras sa˜o apresentadas na tabela 2.
Tabela 2. Algumas lipases de origem microbiana dispon´ıveis comercialmente.
Fonte Nome comercial Fornecedores
Bacte´rias
Pseudomonas cepacia Lipase SL Amano
Psudomonas menodocina Lumafast Genencor International
Alcaligenes sp. Lipase PL Meito Sangyo, Co.
Chromobacterium viscosum Lipase CV Genzyme
Fungos
Aspergillus niger Lipase DS Amano
Lipase Sigma
Penicillium sp. LipomodTM 621P-L621 Biocatalysts
Penicillium roqueforti LipomodTM 338P-L338P
Rhizopus oryzae LipopanR© Fa Novozyme
LipomodTM 627PL627P Biocatalysts
LipomodTM 36P-L036P
Geotrichum candidum SP 524 Lipolase Nova Nordisk
Mucor javanicus Lipase M “Amano” 10 Amano
Rhizomucor miehei PalataseR©a Novozyme
Leveduras
Candida cylindracea Lipase MY Meito Sangyo, Co.
ResinaseR©a Novozyme
Candida rugosa Lipase AY “Amano” 30 Amano
Candida antarctica NovozymR© 435a Novozyme
NoopazymeR©a
Fonte: Salihu et al [29]; de Souza Vandenberghe et al [3].
4 Produc¸a˜o de lipases microbianas
As principais te´cnicas utilizadas para a produc¸a˜o de lipases microbianas sa˜o a fer-
mentac¸a˜o submersa (FS) e a fermentac¸a˜o em estado so´lido (FES). A FS consiste em um
bioprocesso que ocorre na presenc¸a de excesso de a´gua. Durante a FS os micro-organismos
sa˜o suspensos em um meio l´ıquido contendo nutrientes dissolvidos necessa´rios para seu de-
senvolvimento e s´ıntese de produtos de interesse [36]. Em contrapartida, a FES consiste
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no cultivo de micro-organismos sobre suportes so´lidos hu´midos, inertes ou em substratos
insolu´veis que podem ser utilizados como fonte de nutrientes e energia. Neste caso, o bi-
oprocesso e´ realizado na auseˆncia ou quase auseˆncia de a´gua livre, simulando o ambiente
natural que muitos micro-organismos esta˜o adaptados [37].
Estima-se que aproximadamente 90% da produc¸a˜o de enzimas industriais seja realizada
por FS [38], cujo processo apresenta nota´veis vantagens em relac¸a˜o a` instrumentac¸a˜o para
produc¸a˜o em larga escala, controle das condic¸o˜es de cultivo (monitoramento de temperatura,
pH, oxigeˆnio dissolvido, concentrac¸a˜o de soluto), separac¸a˜o da biomassa apo´s o processo
fermentativo, aerac¸a˜o e mistura [39]. Entretanto, apresenta uma maior probabilidade de
contaminac¸a˜o do meio durante o processo devido a maior quantidade de a´gua utilizada e,
normalmente, necessita de uma etapa a mais de concentrac¸a˜o para processos que evolvem a
produc¸a˜o de enzimas extracelulares. Ale´m disso, a produc¸a˜o de enzimas por FS, geralmente,
envolve altos custos [40, 41].
A maioria das lipases produzidas por FS podem tambe´m ser produzidas por FES. A
capacidade de fornecer uma alta produtividade enzima´tica, menor demanda por energia
para esterilizac¸a˜o, concentrac¸a˜o mais elevada e estabilidade do produto final, menor gerac¸a˜o
de a´guas residuais e melhor utilizac¸a˜o de res´ıduos agro-industriais como mate´ria prima de
baixo custo, torna a FES uma te´cnica atrativa do ponto de vista econoˆmico e ambiental
[42, 39]. Por outro lado, a produc¸a˜o em larga escala de enzimas por esta te´cnica geralmente
presenta problemas que precisam ser superados, principalmente, a`s dificuldades encontradas
no controle de alguns paraˆmetros que governam o processo de fermentac¸a˜o. Este fato pode
ser observado pela limitada quantidade de trabalhos disponibilizados na literatura sobre
designs de biorreatores para produc¸a˜o de enzimas por FES em maior escala [43, 44].
Estudos de produc¸a˜o de lipases por FS e FES teˆm focado principalmente na selec¸a˜o de
micro-organismos, controle das condic¸o˜es f´ısico-qu´ımicas cr´ıticas (pH, temperatura, tempo
de fermentac¸a˜o, difusa˜o de oxigeˆnio, entre outros), substratos, e suplementos que possam
contribuir para alcanc¸ar rendimentos elevados de produc¸a˜o associado a custos reduzidos
[45, 46].
Maia et al [47] utilizando um meio de cultura consistindo de 0,11% de MgSO4.7H2O,
0,001% de FeSO4, 0,015% de ZnSO4, 0,015% de NaCl, 0,015% de KH2PO4 e 0,3% de
NaNO3, avaliou a influeˆncia de o´leos vegetais (0,5%) e triole´ına (0,5%) como fonte de carbono
em um processo de FS. O agente fermentador avaliado foi o fungo Fusarium Solani e melhor
atividade lipol´ıtica foi obtida quando utilizado o o´leo de gergelim (0,88 U/mL), sob as
condic¸o˜es de 120 horas de fermentac¸a˜o a 28◦C e 120 rpm. Outras fontes de carbono como
o´leo de oliva, glicose e lactose, foram avaliadas por Freire et al [48] utilizando o fungo
Penicillium restrictum em FS. Foi obtido um crescimento celular semelhante para o o´leo
de oliva e glicose, no entanto, empregando-se o´leo de oliva foi obtida uma maior atividade
lipol´ıtica. Com a utilizac¸a˜o de lactose na˜o houve crescimento celular, sendo obtida baixa
produc¸a˜o enzima´tica.
A utilizac¸a˜o de o´leos de oliva e girassol provenientes de frituras tambe´m tem sido avaliada
por como substratos fonte de carbono para isolamento e produc¸a˜o de enzimas lipol´ıticas por
FS. A utilizac¸a˜o destes res´ıduos de forma eficiente ja´ foi relatada para espe´cies dos geˆneros
Pseudomonas, Bacillus, Candida, Rhodococcus and Staphylococcus, sendo que Pseudomonas
sp. apresentou melhores resultados, atividade de 2784 U/L [49]. Outros indutores tais como
o´leo de jojoba, o´leo de milho e o´leo de algoda˜o; ale´m de meios suplementares contendo co-
produtos de cervejaria, extrato de malte e tween 80, teˆm sido frequentemente investigados
[50, 51, 52, 53, 54]. Dentre as principais fontes orgaˆnicas de nitrogeˆnio investigadas na FS
destacam-se extrato de levedura, peptonas, farelo de soja, ure´ia; e fontes inorgaˆnicas como:
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(NH4)2SO4, NaNO3.e NH4Cl [55, 56, 57].
Um trabalho relevante voltado para a investigac¸a˜o da influencia da temperatura e pH
sobre a produc¸a˜o de lipases por FS foi desenvolvido por Freire et al [?]. As temperaturas
estudadas foram 25, 30 e 37◦C, e a faixa de pH variou de 5,5 a 8. O micro-organismo
utilizado foi P. restrictum e foi obtido uma maior produc¸a˜o enzima´tica (14 U/mL) em 80
horas de fermentac¸a˜o sob a temperatura de 30◦C e pH inicial de 5,5, demonstrando que
esses fatores podem exercer forte influencia na FS.
Amin et al [58] explorou a produc¸a˜o de lipases por Aspergillus melleus sob FES de
diferentes res´ıduos agroindustriais: farelo de arroz, farelo de trigo, torta de o´leo de semente
de canola, casca de girassol e casca de amendoim. Dentre estes substratos, a torta de o´leo
de semente de canola foi considerada o melhor substrato para produc¸a˜o de lipases. Ma´xima
atividade de lipase (684, 02 U/g de substrato) foi obtida utilizando o´leo de oliva 3% como
indutor, tempo de 96 horas de fermentac¸a˜o, temperatura de 30◦C e umidade de 60%.
Bhatti e Amin [59] relataram a produc¸a˜o de uma lipase alcalina por Ganoderma lucidum
em FES utlizando torta de o´leo de canola como substrato. A lipase purificada apresentou
uma atividade de 33262 U/mg de prote´ınas e pH e temperatura o´timas de 8,5 e 35◦C,
respectivamente.
Damaso et al [60] tambe´m avaliaram a produc¸a˜o de lipase por FES utilizando dois
res´ıduos agroindustriais, farelo de trigo e sabugo de milho, bem como diferentes indutores
provenientes do processo de refinamento do o´leo de milho ou oliva (borra, estearina e a´cidos
graxos). O micro-organismo utilizado foi o fungo Aspergillus niger mutante 11T53A14 e
os melhores resultados foram alcanc¸ados utilizando farelo de trigo como substrato e borra
e estearina como indutores (62,7 e 37,7 U/g de substrato, respectivamente). Fleuri et al
[61] tambe´m avaliaram a utilizac¸a˜o de farelo de trigo sob a influeˆncia de indutores. Bons
resultados foram alcanc¸ados utilizando o fungo Aspergillus sp. e farelo de soja suplementado
com bagac¸o de cana-de-ac¸u´car apo´s um per´ıodo de 96 h de fermentac¸a˜o (cerca de 11 U/mL).
Diversos outros res´ıduos de origem agro-industrial tambe´m teˆm sido avaliados como
substratos para produc¸a˜o de lipases por FES, podendo-se destacar palha de arroz, res´ıduos
so´lidos e l´ıquidos do processamento do o´leo de oliva, farelo de ameˆndoa, girassol, coco, soja
e crambe, res´ıduo de babac¸u, farelo de mamona, res´ıduos provenientes da extrac¸a˜o do o´leo
de gergelim, amendoim, coco, semente de algoda˜o, dentre outros (Tabela 3).
E´ dif´ıcil generalizar uma das te´cnicas, FS ou FES, como a mais apropriada para produc¸a˜o
lipases. Ale´m disso, torna-se dif´ıcil fazer uma comparac¸a˜o quantitativa uma vez que os
me´todos utilizados para determinac¸a˜o da atividade lipa´sica sa˜o diferentes [27]. Entretanto,
e´ poss´ıvel encontrar na literatura estudos que comparam a utilizac¸a˜o destas te´cnicas sob
condic¸o˜es espec´ıficas para produc¸a˜o de lipase por um mesmo micro-organismo. Oliveira et al.
[69], por exemplo, avaliou a produc¸a˜o de lipase por Fusarium (complexo Gibberella fujikuroi)
por FS e FES, sendo alcanc¸ando 3 U/mL e 5 U/g, respectivamente, de atividade lipa´sica.
Melhor custo/atividade enzima´tica foi alcanc¸ado quando utilizado a FES, apresentando um
custo 87, 27% menor quando utilizado a FS. Sarkar e Laha [70] avaliaram a produc¸a˜o de
lipase extracelular por Aspergillus niger em FS e FES utilizando meio de cultura mineral
e farelo de trigo, respectivamente. Foi alcanc¸ado 4,8 U/mL de atividade lipa´sica quando
utilizado a FES e 1,46 U/mL quando utilizado a FS. Rajan e Nair [71] realizaram um
estudo comparativo para a produc¸a˜o de lipase alcalina por Aspergillus fumigatus MTCC
9657 utilizando farelo de arroz desengordurado durante a FES e meio mineral durante a FS.
Ma´xima produc¸a˜o de lipase (8,13 U/mL) foi obtido em um per´ıodo de cultivo de 7 dias para
a FES comparado com 4 dias para a FS. A lipase produzida por FES permaneceu esta´vel
por um per´ıodo de 15, enquanto a lipase produzida por FS permaneceu por 5 dias.
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Nos u´ltimos anos, com os avanc¸os na a´rea de engenharia gene´tica, crescente interesse
tem surgido na utilizac¸a˜o de tecnologias de DNA recombinante para a produc¸a˜o de novas
variantes de lipase que podem apresentar propriedades catal´ıticas e de estabilidade que
melhor se adaptam a`s necessidades dos processos industriais. Outra caracter´ıstica atrativa
e´ a possiblidade de aumento da reprodutibilidade e os rendimentos de produc¸a˜o enzima´tica
[3, 17].
Robert et al. [72] avaliaram a produc¸a˜o recombinante de lipase B de Candida antarctica
(rLipB) em Pichia pastoris, utilizando glicerina bruta proveniente da produc¸a˜o de biodiesel
como fonte de carbono. A lipase produzida foi caracterizada e comparada com a lipase
comercialmente dispon´ıvel de Aspergillus niger, vendida pela Novozymes. rLip B mostrou-
se esta´vel em pHs ba´sicos e temperaturas inferiores a 55◦C, sendo as condic¸o˜es o´ptimas de
pH 7,0 e 30◦C. Os resultados indicaram a abordagem utilizada como uma alternativa via´vel
para produzir rLipB utilizando glicerol bruto.
Jallouli et al. [73] avaliara, a produc¸a˜o recombinante de lipase Fusarium solani (FSL2)
em Pichia pastoris para alcanc¸ar um alto rendimento de produc¸a˜o de lipase extracelular.
A actividade ma´xima de lipase foi observada apo´s 48 h de cultivo em meio de extrato
de levedura-peptona-dextrose. Ma´xima atividade da lipase recombinante purificada foi al-
canc¸ada na faixa de pH 8-9 a 37◦C. A FSL2 apresentou nota´vel estabilidade em pH ate´ 12
e em temperaturas inferiores a 40◦C, sendo observado alta eficieˆncia catal´ıtica para trigli-
cer´ıdeos de cadeia me´dia e longa.
5 Purificac¸a˜o
Apo´s a fermentac¸a˜o, a enzima de interesse encontra-se misturada no meio com uma se´rie
de outros compostos que na˜o sa˜o de interesse. A fim de separar o produto de interesse
da mistura sa˜o empregados processos de purificac¸a˜o enzima´tica, cuja etapa constitui uma
importante parte do processo biotecnolo´gico para a produc¸a˜o de lipases com alta eficieˆncia
[74].
O principal interesse na purificac¸a˜o de lipases esta´ associado a` obtenc¸a˜o da enzima pura,
para melhor estudo de suas caracter´ısticas estruturais e bioqu´ımicas, e a obtenc¸a˜o da enzima
com maior atividade espec´ıfica para aplicac¸a˜o em processos biotecnolo´gicos [75]. Atualmente,
as indu´strias teˆm buscado estrate´gias de purificac¸a˜o que sejam mais baratas, ra´pidas, que
apresentem alto rendimento e que sejam pass´ıveis de operac¸o˜es em larga escala [76].
Diferentes estrate´gias podem ser utilizadas para recuperac¸a˜o e purificac¸a˜o de lipases, po-
dendo envolver diferentes te´cnicas como: filtrac¸a˜o, precipitac¸a˜o, separac¸a˜o por membranas,
sistema aquoso bifa´sico, sistema micelar reverso, imunopurificac¸a˜o, ale´m de me´todos croma-
togra´ficos, como, por exemplo, cromatografia por afinidade, cromatografia de troca ioˆnica
e cromatografia de interac¸o˜es hidrofo´bicas (tabela 4) [77]. Para a escolha dos me´todos de
purificac¸a˜o a serem utilizados deve ser levado em considerac¸a˜o o grau de pureza da enzima
que se deseja alcanc¸ar, o tipo de aplicac¸a˜o e o custo total do processo.
Dentre as te´cnicas de separac¸a˜o a precipitac¸a˜o e´ uma das mais pra´ticas. Cerca de 80%
dos esquemas utilizados para purificac¸a˜o de lipases utilizam um passo de precipitac¸a˜o. Na
precipitac¸a˜o ocorre a formac¸a˜o de agregados proteicos atrave´s da modificac¸a˜o do pH, forc¸a
ioˆnica e temperatura do meio que podem ser alcanc¸ados pela adic¸a˜o de solventes orgaˆnicos
misc´ıveis, sais ou outros solutos. Apo´s a formac¸a˜o dos agregados proteicos, os mesmos
podem ser separados por filtrac¸a˜o ou centrifugac¸a˜o. Dentre os agentes precipitantes, cerca
de 60% dos processos empregam sulfato de amoˆnio, 35% utilizam etanol, acetona ou a´cido
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Tabela 3. Alguns estudos envolvendo a utilizac¸a˜o de res´ıduos agro-industriais para produc¸a˜o
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Tabela 4. Estudos envolvendo te´cnicas de purificac¸a˜o de lipases microbianas.
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[84, 85].
Normalmente, as te´cnicas de precipitac¸a˜o sa˜o empregadas como uma primeira etapa
de pre´-purificac¸a˜o, devido ao fato de que apenas o emprego desta estrate´gia na˜o garante
alta pureza da enzima de interesse, sendo necessa´ria a realizac¸a˜o de etapas complementares
utilizando me´todos com maior capacidade de resoluc¸a˜o. Contudo, ha´ casos em que apenas
a etapa de precipitac¸a˜o oferece um grau de pureza satisfato´rio, como na purificac¸a˜o de
lipases de Cunninghamella verticillata, onde a utilizac¸a˜o de acetona como agente precipitante
forneceu um resultado melhor do que a separac¸a˜o por cromatografia [86, 87].
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No trabalho de Borkar et al [88], foi necessa´rio realizar a precipitac¸a˜o do extrato en-
zima´tico bruto de lipase de Pseudomonas aeruginosa 20 vezes com sulfato de amoˆnio (30%
p/v), seguida da realizac¸a˜o de duas etapas cromatogra´ficas para obtenc¸a˜o de uma soluc¸a˜o 98
vezes mais pura do que o extrato enzima´tico bruto. Esta situac¸a˜o indica que, normalmente,
ha´ a necessidade de mais etapas de purificac¸a˜o ale´m da precipitac¸a˜o, sendo na maioria das
vezes empregado me´todos cromatogra´ficos apo´s esta etapa.
Dentre os me´todos cromatogra´ficos, a cromatografia de troca ioˆnica tem sido a mais
empregada, sendo utilizada em cerca de 67% dos esquemas de purificac¸a˜o analisados. O
segundo me´todo mais utilizado e´ a cromatografia de gel filtrac¸a˜o seguido pela cromatografia
de afinidade e cromatografia de interac¸o˜es hidrofo´bicas [84].
Koblitz e Pastore [89] avaliando a utilizac¸a˜o de cromatografia de troca ioˆnica e de in-
terac¸a˜o hidrofo´bica para purificac¸a˜o de lipase de Rhizopus sp. observaram um fator de
purificac¸a˜o de 3,9 e 6,8 , respectivamente. Shaoxin e colaboradores [95] avaliou a purificac¸a˜o
de lipase produzida por Bacillus cereus C71 utilizando a te´cnica de precipitac¸a˜o com sulfato
de amoˆnio ate´ concentrac¸a˜o de 60%, seguido de cromatografia de interac¸a˜o hidrofo´bica, ale´m
de cromatografia de troca ioˆnica e aplicac¸a˜o em coluna de material monol´ıtico polime´rico.
A lipase produzida teve um grau de purificac¸a˜o de 1902 vezes, com 18% de rendimento.
Altos valores de fator de purificac¸a˜o podem ser alcanc¸ados empregando-se te´cnicas se-
quenciais de precipitac¸a˜o e cromatografia. Normalmente, mais de treˆs etapas de purificac¸a˜o
sa˜o necessa´rias para obtenc¸a˜o de enzimas com alto grau de pureza [86].
Devido a natureza hidrofo´bica das lipases, fenoˆmenos de ativac¸a˜o interfacial e atividade
em sistemas na˜o-aquosos, algumas novas tecnologias teˆm sido propostas para a purificac¸a˜o
destas enzimas. Dentre estas tecnologias podem-se destacar: sistemas bifa´sicos, sistema
micelar reverso, separac¸a˜o utilizando membranas e imunopurificac¸a˜o [90, 91].
A formac¸a˜o de um sistema aquoso bifa´sico ocorre quando dois pol´ımeros quimicamente
diferentes e hidrossolu´veis (por exemplo: pol´ımero de polietileno glicol e dextrano), ou um
pol´ımero e um sal orgaˆnico (por exemplo: fosfato) sa˜o misturados em a´gua sob condic¸o˜es
cr´ıticas de pressa˜o, temperatura e composic¸a˜o dos constituintes. A partic¸a˜o de prote´ınas em
sistemas bifa´sicos depende das propriedades f´ısico-qu´ımicas da prote´ına como, por exemplo,
a hidrofobicidade e a carga e o tamanho da mesma; ale´m das propriedades do sitema bifa´sico,
como pH e o tipo e a massa molecular do pol´ımero. As principais vantagens da separac¸a˜o
por sistemas bifa´sicos sa˜o a reduc¸a˜o de volume necessa´rio e a alta e ra´pida capacidade de
separac¸a˜o [90].
A recuperac¸a˜o de enzimas pelo sistema micelar reverso e´ realizada por meio da utilizac¸a˜o
de tensoativos para formac¸a˜o de micelas em solventes apolares. Esta te´cnica baseia-se na
propriedade que certos tensoativos teˆm de se auto-organizar formac¸ando agregados com
um nu´cleo aquoso em seu interior, quando em meio orgaˆnico, que possibilita a dissoluc¸a˜o
de enzimas. O processo de recuperac¸a˜o geral consiste em dois passos ba´sicos: extrac¸a˜o
direta que envolve a absorc¸a˜o de prote´ınas de um solvente aquoso para o nu´cleo das micelas
reversas em um solvente apolar; e um processo de extrac¸a˜o das enzimas do nu´cleo das micelas
reversas para outro solvente aquoso a ser recuperado. Apesar da possibilidade de recuperac¸a˜o
de lipases por esta te´cnica, tem sido observadas limitac¸o˜es. Por exemplo, quanto maior a
concentrac¸a˜o de surfactante, maior a dificuldade de recuperac¸a˜o, ale´m disso, a quantidade
de solventes orgaˆnicos que na˜o provocam a desnaturac¸a˜o de enzimas sa˜o bastante limitados
[91, 92].
A imunopurificac¸a˜o e´ uma das te´cnicas de purificac¸a˜o de prote´ınas mais eficientes e
seletivas, consistindo de um sistema onde ocorrem ligac¸o˜es da prote´ına (enzima) a uma
matriz ligante (anticorpo), promovendo assim a separac¸a˜o da enzima do meio. A principal
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desvantagem desta te´cnica e´ o alto custo. Pore´m, possui como vantagens um processo seguro,
ra´pido e reprodut´ıvel [84]. No caso da te´cnica de separac¸a˜o por membranas, a mesma
constitui-se atualmente como uma etapa no processo de purificac¸a˜o de enzimas, devido
aos baixos fatores de purificac¸a˜o e rendimentos obtidos, ale´m do alto custo e dificuldades
operacionais envolvidas no processo.
6 Imobilizac¸a˜o
A imobilizac¸a˜o de enzimas tem sido considerada uma te´cnica bastante atrativa para
a aplicac¸a˜o comercial de todos os tipos de enzimas. O principal interesse na utilizac¸a˜o de
enzimas imobilizadas esta´ associado a`s vantagens oferecidas por esta te´cnica em comparac¸a˜o
com a utilizac¸a˜o de enzimas livres [93].
Dentre as vantagens apresentadas pela te´cnica de imobilizac¸a˜o enzima´tica pode-se des-
tacar a facilidade de separac¸a˜o das enzimas do meio reacional, o que possibilita a sua reu-
tilizac¸a˜o e diminui a possibilidade de contaminac¸a˜o por prote´ınas do produto final. Ale´m
disso, a imobilizac¸a˜o fornece a possibilidade de aumento de atividade catal´ıtica, estabili-
dade te´rmica, estabilidade a variac¸o˜es de pH e possibilidade de modulac¸a˜o da seletividade e
especificidade enzima´tica, bem como a reduc¸a˜o de problemas de inibic¸a˜o [94].
As lipases podem ser imobilizadas empregando-se a maioria dos me´todos utilizados para
imobilizac¸a˜o de enzimas em geral [93]. Esses me´todos esta˜o divididos em: adsorc¸a˜o f´ısica
a um suporte, ligac¸a˜o covalente a um suporte,confinamento e ligac¸a˜o cruzada [95]. Um
esquema representativo destes me´todos de imobilizac¸a˜o e´ apresentado na Figura 4.
Figura 4. Representac¸a˜o esquema´tica dos me´todos de imobilizac¸a˜o de enzimas.
De acordo com Hartmann e Kostrov [96], cada me´todo de imobilizac¸a˜o possui suas van-
tagens e desvantagens. A adsorc¸a˜o f´ısica pode ser considerada um procedimento barato,
simples e bastante atrativo por na˜o promover mudanc¸a conformacional da enzima, por ou-
tro lado, e´ suscept´ıvel a lixiviac¸a˜o das enzimas adsorvidas ao suporte. Ja´ a imobilizac¸a˜o
por ligac¸a˜o covalente permite uma maior fixac¸a˜o da enzima ao suporte, evitando proble-
mas como lixiviac¸a˜o. No entanto, este tipo de imobilizac¸a˜o pode resultar em diminuic¸a˜o
ou perda de atividade catal´ıtica, devido a` mudanc¸a conformacional da enzima. O me´todo
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de ligac¸a˜o cruzada e/ou confinamento apresentam como principais vantagens a estabilizac¸a˜o
em relac¸a˜o a condic¸o˜es severas de reac¸a˜o (por exemplo: pH extremo), na˜o necessidade de
elevada pureza enzima´tica e nenhuma ou mı´nima mudanc¸a conformacional da enzima. No
entanto, e´ considerado um processo complicado que normalmente requer mais de um passo
experimental, necessita de compostos qu´ımicos to´xicos (por exemplo: glutaralde´ıdo) e pro-
voca a diminuic¸a˜o da taxa de difusa˜o dos substratos/produtos devido ao reduzido tamanho
do poro.
De acordo com Malcata et al [97], diferentes fatores devem ser levados em considerac¸a˜o no
momento da escolha de um me´todo de imobilizac¸a˜o. Dentre estes fatores pode-se destacar:
o custo do processo, a toxidade dos reagentes utilizados, as caracter´ısticas de regenerac¸a˜o e
inativac¸a˜o do produto e as propriedades finais desejadas para a enzima imobilizada.
Ale´m da enzima, o suporte para a imobilizac¸a˜o enzima´tica exerce uma grande contri-
buic¸a˜o para o desempenho do biocatalisador. Na literatura podem ser encontrados diferentes
tipos de suportes empregados para imobilizac¸a˜o de enzimas [95, 98]. A tabela 5 apresenta
a classificac¸a˜o dos principais tipos de suportes, de acordo a sua composic¸a˜o, utilizados para
imobilizac¸a˜o de enzimas. A escolha e aplicac¸a˜o de um determinado suporte devem ser
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precedidas pela avaliac¸a˜o minuciosa das principais caracter´ısticas de um suporte, que sa˜o:
a´rea superficial, insolubilidade, permeabilidade, capacidade de regenerac¸a˜o, composic¸a˜o e
morfologia, resisteˆncia mecaˆnica, resisteˆncia a ataque microbiano e, principalmente, o custo
[99].
A busca por novos suportes materiais que apresentem melhores caracter´ısticas para imo-
bilizac¸a˜o de enzimas tem levado ao desenvolvimento de materiais h´ıbridos. Os suportes
h´ıbridos sa˜o materiais constitu´ıdos pela combinac¸a˜o de componentes orgaˆnicos e inorgaˆnicos,
que apresentam propriedades diferentes daqueles materiais que lhe deram origem. Os ma-
teriais h´ıbridos orgaˆnico-inorgaˆnicos teˆm sido apontados como fornecedores de novas ca-
racter´ısticas que melhoram as propriedades do material, tendendo a apresentar tanto as
vantagens dos materiais orgaˆnicos (leveza, flexibilidade e boa moldabilidade) como as vanta-
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gens dos materiais inorgaˆnicos (alta resisteˆncia mecaˆnica, estabilidade ao calor e resisteˆncia
qu´ımica) [100]
7 Considerac¸o˜es finais
Os resultados discutidos nesta revisa˜o demonstram claramente a ampla utilidade das
lipases bem como os esforc¸os realizados para promover o desenvolvimento dos processos
de produc¸a˜o, purificac¸a˜o e imobilizac¸a˜o destas enzimas, a fim de superar os altos custos
envolvidos nestas etapas e as dificuldades operacionais para produc¸a˜o em larga escala.
Dentre os principais esforc¸os para a superac¸a˜o das limitac¸o˜es dos processos atuais de
produc¸a˜o e utilizac¸a˜o de lipase, destaca-se a procura por potenciais organismos produtores,
mate´ria prima de baixo custo, te´cnicas alternativas de purificac¸a˜o, te´cnicas e materiais
alternativos para imobilizac¸a˜o.
Dentre os organismos produtores, os microrganismos teˆm sido apontados como potenciais
fontes de lipases. Em relac¸a˜o a`s te´cnicas de produc¸a˜o, a fermentac¸a˜o em estado so´lido tem
mostrado ser uma alternativa bastante eficiente, principalmente devido a` possibilidade de
utilizac¸a˜o de res´ıduos agroindustriais como mate´ria prima barata. No entanto, estudos mais
detalhados sobre a sua aplicac¸a˜o em larga escala devem ser realizados.
No aˆmbito das te´cnicas de purificac¸a˜o de lipases, intensa investigac¸a˜o tem sido guiada
para o desenvolvimento e emprego de alternativas que apresentem baixo custo, alto ren-
dimento e maior pureza. Para a facilidade de reaproveitamento e na tentativa de manter
as caracter´ısticas catal´ıticas das lipases, novas te´cnicas e materiais para imobilizac¸a˜o vem
sendo desenvolvidos e avaliados.
Processos catal´ıticos baseados em lipases tem um futuro promissor com base nos be-
nef´ıcios econoˆmicos e ambientais que a utilizac¸a˜o destas enzimas pode fornecer. No entanto,
a taxa de progresso e´ lenta, uma vez que existe muita complexidade na utilizac¸a˜o destes
catalisadores.
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